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ABSTRAKT 
Tato studie zkoumá interakce mezi kyselinou hyaluronovou a protonizovanými 
aminokyselinami lysinem a 6-aminokapronovou kyselinou. K výzkumu interakcí bylo použito 
měření pH, měření vodivosti a reometrie. Vzorky hyaluronanu a aminokyselin o rozdílných 
koncentracích byly proměřeny a získaná data porovnána s výsledky vzorků aminokyselin 
v čisté vodě. Interakce byly pozorovány v roztocích o koncentracích aminokyselin mezi 
0 a 10 mmol⋅dm3, pak již byly karboxylové skupiny HyA plně obsazeny molekulami 
aminokyselin a další interakce nebyly pozorovány.  
 
ABSTRACT 
The study deals with interactions of hyaluronic acid with protonized amino acids Lysin and 
6-aminocaproic acid. To study the interactions pH-metry, conductance measurement and 
reometry were used. The mixtures of hyaluronan and the aminoacids of different 
concentrations were measured and the data were compered with data obtained from 
measurement of amino acid samples in pure water. Observed interactions occured in the 
aminoacids concentrations between 0 to 10 mmol⋅dm3, then the HyA carboxylic groups were 
fully bonded by amino acids and no more interactions were recognized. 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Kyselina hyaluronová, hyaluronan, lysin, kyselina 6-aminokapronová, reometrie, 
interakce. 
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1. ÚVOD 
 
Kyselina hyaluronová byla poprvé objevena a izolována z očního sklivce v roce 1934 
Karlem Mayerem a jeho kolegou Johmem Palmerem. Za více než 70 let se pro tuto látku našla 
celá řada využití v kosmetice a medicíně, díky jejím vyjjímečným viskoelastickým 
vlastnostem. Tato látka je také tělu zcela vlastní, takže při jejím využití nemusíme riskovat 
alergickou reakci těla nebo otravu při běžných koncentracích. Hyaluronová kyselina je také 
zcela odbouratelná (degradabilní) v organismu, takže nedochází k její kumulaci zásobních 
tkáních. 
Tato studie se zabývá schopností hyaluronanu interagovat s aminokyselinami za pomocí 
nevazebných fyzikálních interakcí. Tyto interakce mezi karboxylovými skupinami 
hyaluronanu a aminoskupinami aminokyselin byly potvrzeny v předcházející studii a na 
základě získaných výsledků se tato práce zaměřuje na podpoření těchto nevazebných interakcí 
pomocí protonizace aminoskupin na aminokyselinách minerální kyselinou. Předpokladem je 
získání aminokyselinami modifikovaných molekul kyseliny hyaluronové, jež by sloužily jako 
prekurzor pro přípravu nových druhů léčiv. 
Tyto léčiva by díky přirozenému výskytu hyaluronanu v organismu mohla cíleně působit 
na místech, kde se běžně kyselina hyaluronová koncentruje. Příkladem tohoto účinku jsou 
rakovinové nádory, jež ve zvýšené míře váží hyaluronan na receptor CD 44. Na základě 
úpravy kyseliny hyaluronové by pak bylo dle úvahy možné do její molekuly nevazebně 
implementovat molekulu léčiva a tím cíleně působit pouze na nádorové buňky. Běžně 
používaná chemoterapeutika totiž vykazují řadu nežádoucích účinků a poškozují tak velmi 
významně i zdravé tkáně v organismu, což má za následek zhoršení zdravotního stavu 
pacienta. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
 
2.1 Kyselina hyaluronová 
  
2.1.1 Úvod 
Kyselina hyaluronová je přírodní lineární polysacharid, jenž se přirozeně vyskytuje 
v tělech všech obratlovců, kde zastává širokou škálu různých funkcí. Mezi ně patří například 
viskoelasticita tkání spojených kapalným prostředím, jako jsou například pojivové tkáně, 
chrupavky nebo synoviální tekutina v oku (úlohy vysokomolekulárního hyaluronanu). 
Dalšími funkcemi je transport vody a hydratace okolních tkání, růst a metastáze nádorů nebo 
úloha při mitóze buněk [3] (úlohy nízkomolekulárního hyaluronanu). Krom toho je její funkcí 
vázat v organismu vodu (dokáže navázat až 1000-násobek svojí hmotnosti) a (promazávat) 
různé pohyblivé části organismu jako jsou klouby a svaly. Poprvé byla kyselina hyaluronová 
izolována, jako do té doby neznámá látka, z očního sklivce skotu v roce 1934 Karlem 
Mayerem a jeho kolegou Johnem Palmerem [1]. V době svého objevu neměla oproti dnešní 
době HyA zdaleka tak široké využití v řadě odvětví a první komerční využití našla roku 1942 
v pekařství, kde si Endre Balazs patentoval použití kyseliny hyaluronové jako náhradu za 
vaječný bílek v pečivu [1]. 
 
 
Obr. 1 Základní stavební jednotka kyseliny hyaluronové -  D-glukoronové kyseliny a            
!-acetyl-D-.glukosamin 
2.1.2 Struktura 
Kyselina hyaluronová se může vzhledem k okolním podmínkám vyskytovat v řadě 
odlišných prostorových modifikací a případně sloučeninách. V prostředí lidského těla se 
vyskytuje přirozeně jako sodná sůl, od čehož je i odvozen název hyaluronan (sodium 
hyaluronate, HyA). Různé funkce v těle dokáže hyaluronan zastávat díky své schopnosti 
tvořit velice dlouhé nerozvětvené řetězce, složené ze dvou vzájemně se opakujících 
sacharidových jednotek – D-glukoronové kyseliny a glykosaminu (N-acetyl-D-glukosamin) 
[3]. Tyto dva cukry jsou navzájem vázány )31( →β  a )41( →β  glykosidickou vazbou, 
přičemž dvojice těchto cukrů tvoří základní strukturní jednotku celého biopolymeru (Obr.1). 
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Počet opakujících se jednotek n v jedné molekule HyA se pak rovná hodnotě z intervalu 
102 až 104 [1]. Díky tomu může molární hmotnost kyseliny hyaluronové dosahovat až milionů 
daltonů (1Da = 1 g·mol-1) a veliká variabilita v počtu jednotek v jednom řetězci způsobuje 
odlišné vlastnosti kyseliny hyaluronové o různé molekulové hmotnosti. Na základní řetězec 
tvořený spojenými glukózovými kruhy jsou navázány další skupiny příslušející 
k glykosaminu a kyselině D-glukoronové, přičemž uspořádání základního řetězce dovoluje 
výhodnou energetickou orientaci prostorově objemných skupin (hydroxyly a karboxyly) do 
ekvatoriálních pozic, přičemž energeticky méně výhodné axiální pozice jsou obsazeny 
malými atomy vodíků [2]. Dalším stabilizujícím prvkem celé molekuly je vznik vodíkových 
můstků mezi vodíky základního glukózového cyklu a kyslíky z hydroxylových 
a karboxylových skupin, na každý mer uvnitř řetězce tak připadají čtyři vodíkové můstky.  
Ve vodných roztocích dochází vlivem rozdílné polarity polysacharidového řetězce 
k přeskupení jeho struktury (Obr.2). Axiální vodíky tvoří nepolární, hydrofobní domény 
a naopak ekvatoriální skupiny (–OH a –COOH) tvoří polární domény [4]. Vlivem toho 
dochází ke stáčení řetězce do šroubovice (helix), kde je nepolární část orientovaná dovnitř 
a polární vně do prostředí s rozpouštědlem. Přitom dochází i k nevazebné interakci 
hyaluronanu se samotnou vodou, kdy do dřívějších vodíkových vazeb vstupuje molekula 
vody a tvoří tak spojovací článek v můstku mezi vodíkovým a kyslíkovým atomem HyA. 
Studie rozptylu světla ve vodném roztoku hyaluronanu ukazují, že dlouhé řetězce HyA tvoří 
náhodné shluky, v jejichž vnitřním prostoru je uzavřeno značné množství vody. Pro vznik 
těchto domén je potřeba, aby měla kyselina hyaluronová molekulovou hmotnost v řádu 
106 MDa a její řetězce byly tím dost dlouhé pro zformování domén a zapletení do sebe. 
Velikost takovýchto uskupení je cca 300 nm [4]. Schopnost vázat vodu je u kyseliny 
hyaluronové tak silná, že její 2% roztok má vzhled gelu a vykazuje elastické nebo 
pseudoelastické vlastnosti. 
 
 
Obr. 2 Prostorová struktura hyaluronanu 
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2.1.3 Výroba a využití kyseliny hyaluronové 
Prvními zdroji hyaluronanu byly živočišné tkáně s přirozeně vysokou koncentrací této 
látky a proto byl také roku 1934 poprvé izolován z očního sklivce skotu. Největší koncentrace 
se nachází především v pokožce, chrupavkách a dalších visko-elastických měkkých tělních 
tkáních [2]. 
 
Tabulka 1 Koncentrace hyaluronanu v živočišných tkáních 
orgán nebo tekutina cHya [mmol⋅dm
3] 
Kohoutí hřebínek 7 500 
Pupeční šňůra (člověk) 4 100 
Synoviální tekutina (člověk) 1 400 – 3 600 
Pokožka – dermis (člověk) 200 
Mozek (člověk) 35 – 115 
Krevní plasma (člověk) 0,01 – 0,1 
 
Způsob získávání HyA z kohoutích hřebínků a lidské pupeční šňůry přetrval v menší míře 
až do dnešních dob, ale z převážné části byl nahrazen biosyntézou pomocí některých druhů 
bakterií z rodu Streptococus. Z toho rodu se využívají především 2 druhy bakterií, jimiž jsou 
Streptococus Zooepidemicus produkující hyaluronan o nízkých molekulových vahách 
a Streptococus Equi, jenž produkuje kyselinu hyaluronovou o molární hmotnosti blízké 2 
MDa [5,6]. 
Využití nachází kyselina hyaluronová především v kosmetice a medicíně. Velikou 
výhodnou je její netoxicita a také případná odbouratelnost (biodegrabilita). Hyaluronan je tělu 
zcela vlastní látka, takže nehrozí riziko vzniku zánětu nebo podráždění, tak jako 
u syntetických preparátů [7]. Její aplikace na pokožku ve formě gelů nebo krému podporuje 
syntézu kolagenu a zvyšuje rychlost hojení pokožky po poškození. Důsledkem zvýšení 
přirozené koncentrace HyA v dermis, jež vlivem stárnutí klesá, je také zvýšení pružnosti kůže 
a bezjizvé hojení mechanických poškození pokožky [3]. Dalším využitím hyaluronanu je 
injekční vstřikování jeho roztoku s dalšími podpůrnými preparáty do měkkých tkání, kde 
příznivě ovlivňuje jejich regeneraci. Společně s divinyl-sulfonátem byl úspěšně testován na 
hlasivkách králíka, kde jeho aplikace zvýšila pružnost a pevnost měkkých hlasivkových tkání 
bez jakýchkoliv projevů zánětu nebo podráždění [7]. Stejný materiál je také již úspěšně 
využíván k tvorbě podkožních implantátů. Velkého využití se také kyselina hyaluronové 
dostalo v očním lékařství, kde se využívá k ochraně oční tkáně během operací nebo ve formě 
očních kapek, jež přirozeně zvlhčují povrch oka [8]. Poslední široce zkoumanou aplikací 
hyaluronanu je přenos léčiv navázaných na jeho molekulu k receptorům citlivým na HyA, 
jako je například receptor CD-44 u zhoubných nádorů [12]. 
 
2.1.4 Reologické vlastnosti 
Chování a vlastnosti vodných roztoků kyseliny hyaluronové patří mezi nejvíce zkoumané 
charakteristiky této látky. Roztoky HyA o molární hmotnosti nad 105 MDa dosahují již při 
nízkých koncentracích velice vysokých hodnot limitních viskozit η0 (limitní viskozita při 
nekonečně nízké smykové rychlosti), z čehož pramení viskoelastické chování těchto roztoků 
a všechny unikátní vlastnosti, jež má hyaluronan v živých organismech [9]. Při nízkých 
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smykových rychlostech se roztoky chovají jako Newtonské kapaliny s vysokou hodnotou 
viskozity, ale s rostoucí smykovou rychlostí dochází k prudkému poklesu viskozity 
(pseudoplastické chování). Tato vlastnost je dána interakcí dlouhých řetězců HyA v roztoku 
vzájemně mezi sebou, kde dochází k jejich zaplétání, přičemž ale nejde o vzájemnou interakci 
jednotlivých molekul polymeru a řetězce se stále mohou pohybovat. Se stoupající smykovou 
rychlostí se již nestačí obnovovat všechny propletené shluky molekul a vlivem toho dochází 
k poklesu viskozity (Obr.3). Řetězce se tak orientují ve směru toku a nedochází u nich 
k obnovení původní konformace. V případě velmi vysokých smykových rychlostí již 
nedochází k obnově propletení vůbec a roztok vykazuje opět Newtonské chování, avšak 
asymptotická viskozita η∞ je řádově nižší než η0 [10,11]. U řetězců kyseliny hyaluronové 
o příliš nízké molekulové hmotnosti (<105 MDa) není vzhledem k jejich nedostatečné délce 
možné uskutečnění vzájemných propletených shluků a vodný roztok se tak chová jako 
Newtonská kapalina v celém rozsahu smykových rychlostí [11]. 
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Obr. 3 Viskozitní křivka 0,9 mmol⋅dm3 6AKK v 0,1% 1,75MDa HyA proložená Crossovým 
modelem 
2.1.5 Interakce s aminokyselinami 
V posledních desetiletích se medicinální výzkum ohledně kyseliny hyaluronové zabývá 
jejími interakcemi s dalšími látkami, pro její stabilitu v roztocích, netoxicitu a přirozenou 
přítomnost v lidském těle. Navázanými látkami je v tomto případě myšlena skupina léčiv, 
které by bylo možné díky kyselině hyaluronové dopravovat cíleně na místo jejich 
požadovaného působení [2,3,10]. Kyselina hyaluronová si přirozeně vyskytuje ve vysokých 
koncentracích v pokožce většiny savců a zde se také účastní řady procesů, jako je produkce 
kolagenu nebo mitóza buněk [3]. Navázáním léčiv na hyaluronan by tak bylo umožněno velké 
zvýšení efektivity léčby. To se týká především léčby závažných chorob, jež je nutno léčit 
přípravky s řadou vedlejších účinků na zdravé tkáně. Jedním z takových onemocnění je 
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zhoubné bujení, přičemž výzkumy prokázaly, že rostoucí nádory ve vysoké míře váží 
hyaluronan na receptor CD-44. Navázáním cytostatik na molekuly HyA by tak došlo 
k většímu cílení léčby a minimalizaci negativních dopadů na zdraví pacienta [12]. 
Samotná molekula kyseliny hyaluronové ale neposkytuje ve své přirozené formě vhodné 
vlastnosti pro přímé navázání léčiva. Je tedy nutná její modifikace, která může být buď 
chemická anebo fyzikální. V případě chemické modifikace dochází k přípravě derivátu HyA, 
jež by měl mít ale zachovány výhodné vlastnosti hyaluronanu jako je rozpustnost, 
biodegradabilita nebo přístupná aminoskupina na glukosaminu. Další možností je fyzikální 
modifikace HyA navázáním dalších postraních molekul na řetězec polysacharidu pomocí 
nevazebných interakcí. Takto navázaná látka vhodně změní vlastnosti hyaluronanu, jež pak 
bude schopen vhodným způsobem reagovat s léčivem a transportovat ho v lidském těle. Jako 
mezi-vazebná sloučenina uvažovaná k propojení molekul léčiv a řetězce kyseliny 
hyaluronové byly prozkoumány kationaktivní tenzidy jako například decyltrimethylamonium 
bromid [28]. Interakce probíhá mezi karboxylovými skupinami hyaluronanu a dusíkovým 
atomem, jenž nese kladný náboj. Dále je v dnešní době uvažován jako modifikační sloučenina 
lysin nebo jeho obdoba, kyseliny 6-amino kapronová. Tyto amino-kyseliny byly proto 
zkoumány v rozsahu této práce. Pro úspěšné navázání aminokyselin na řetězec hyaluronanu je 
potřeba protonizovat dusíkové atomy v jejich aminoskupinách, díky čemuž pak mohu AK 
interagovat s karboxylovými skupinami HyA. Jedná se o interakci na nevazebné úrovni za 
pomoci Coulombických sil, jejichž velikost je dána Coulombovým zákonem: 
 
r
e
r
QQ
F
εεpi ⋅⋅⋅⋅
⋅
=
0
2
21
4
 (1) 
 
kde Q1 a Q2 jsou velikosti na sebe působících nábojů, r je vzdálenost nábojů od sebe, 0ε  je 
permitivita vakua a rε  je relativní permitivita okolního prostředí. 
 
2.2 Aminokyseliny 
 
2.2.1 Lysin 
 
Lysin je jednou z 10 esenciálních aminokyselin, jež si lidský organismus nedokáže sám 
syntetizovat a musí být přijímány v potravě. V těle hraje klíčovou roli při metabolismu 
vápníku, syntéze svalových proteinů a produkci elastinu a kolagenu. Hlavním zdrojem lysinu 
v potravě je maso a masné výrobky. Z rostlinných poživatin lysin obsahují především sojové 
boby, fazole, hrách nebo arašídy [13]. V praxi je lysin dnes produkován výhradně pomocí 
bakteriální syntézy bakteriemi Corynebacterium glutamicum a roční produkce přesahuje ve 
světě 600 000 tun [16]. Lysin se používá k léčbě oparů a osteoporózy. Bakteriální degradací 
v mrtvé tkáni je lysin dekarboxilován za tvorby pentan-1,5-diaminu, známého také jako 
kadaverin nebo mrtvolný jed, který mimo jiné způsobuje toxicitu zkaženého masa [14]. 
Z chemického hlediska je lysin kyselina 2,6-diaminhexanová (Obr.4), jež se řadí mezi 
bazické aminokyseliny. V odborné literatuře se lysin také označuje zkratkami Lys nebo 
K [13]. Disociační konstanty jsou pKCOOH: 2,18, pKNH2: 8,95, pKε-NH2: 10,53. Izoelektrický 
bod lysinu je 9,59 [15]. 
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Obr. 4 Molekula lysinu 
2.2.2 Kyselina 6-amino kapronová 
 
Kyselina 6-amino kapronová (6AKK) je jedním z derivátů aminokyseliny lysinu. Narozdíl 
od něj v její molekule chybí na α -uhlíku navázaná primární aminoskupina. Vlivem toho je 
6AKK méně bazickou kyselinou než lysin. Systematický název kyseliny 6-amino kapronové 
je kyselina 6-aminohexanová (Obr. 5). Disociační konstanty jsou pKCOOH: 4,43, pKNH2: 10,75. 
Izoelektrický bod lysinu je 7,60. V praxi se využívá k zastavování masivních krvácení při 
operacích (například srdce) [23] a zprostředkovává polymerizaci !ylonu-6, kde vzniká 
hydrolytickým rozštěpením kruhu kaprolaktamu. 
 
 
Obr. 5 Molekula kyseliny 6-amino kapronové 
 
2.3 pH – metrie 
 
2.3.1 Základní definice 
 
Jako pH je označována chemická veličina, která vyjadřuje kyselé nebo zásadité chování 
roztoku. Pro vodné roztoky je definována stupnice od 0 do 14, kde pH čisté vody je rovno 7 
a roztoky z pH nižším jsou brány jako kyselé, respektive s pH vyšším jsou brány jako 
zásadité. Hodnota pH je dána vzorcem: 
 
( )+−= HapH log   (2) 
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kde +Ha  je uvažovaná aktivita vodíkových kationtů v roztoku [17]. V roztoku se samozřejmě 
nemohou vyskytovat volné vodíkové kationty (protony), avšak jsou zde přítomny 
protonizované molekul vody (oxoniové ionty), jež je možné popsat vzorcem 
stechiometrickým vzorcem H3O
+ nebo přesněji [H(H2O)4]
+ [25]. 
Ve výpočetní praxi se dále připouští zjednodušení, kdy je obtížně zjistitelná aktivita 
vodíkových iontů nahrazena její koncentrací, protože aktivitní koeficient je ve zředěných 
roztocích je téměř jednotkový, a proto je možné aproximovat aktivitu koncentrací. 
Koncentraci vodíkových kationtů je pak možné určit výpočtem ze známé koncentrace 
kyseliny nebo zásady v roztoku [24,25], pokud dochází k úplné disociaci kyseliny nebo 
zásady na ionty (silné kyseliny a zásady). Vztah výpočtu pH pak nabývá tvaru: 
 
( )+−= HcpH log   (3) 
 
kde +Hc  je uvažovaná koncentrace vodíkových kationtů v roztoku [17]. 
Přítomnost vodíkových kationtů v čisté vodě je dána její samovolnou autoprotolyzací dle 
rovnice: 
 
++↔ OHOHOH 2 3
-
2   (4) 
 
Tento samovolný rozklad vody na ionty nastává za běžné teploty přibližně jen u 1 molekuly 
z 50 milionů, takže výsledná koncentrace oxoniových iontů je cca 10-7 mmol⋅dm3. Z rovnice 
autoprotolýzy také vyplývá, že koncentrace hydroxylových iontů v čisté vodě je rovna 
koncentraci oxoniových iontů a bývá v literatuře někdy označován jako pOH. Součet pH 
a pOH je tak roven 14, přičemž toto pravidlo je vždy zachováno u všech vodných roztoků 
[25]. 
 
2.3.2 Metody měření pH 
 
Základní a nejjednodušší možností měření pH je volba acidobazických indikátorů, což je 
skupina látek se schopností měnit svoji barvu v roztoku z závislosti na okolním pH. Fyzikálně 
jde o oxidaci nebo redukci molekul barviva, což má za následek změnu absorpčního spektra 
molekuly a změnu vizuálního vjemu při změně pH [24]. Každý z indikátorů má jinou hodnotu 
barevného přechodu, takže vhodnou volbou lze pomocí nich analyzovat pH v celém intervalu 
stupnice (Tab.2). 
 
Tabulka 2 Hodnoty a barvy barevných přechodů pro různé indikátory  
 
barva 
indikátor 
nižší pH vyšší pH 
hodnota barevného 
přechodu pH 
lakmus červená modrá 8,0 – 9,8 
fenolftalein berbarvá fialová 3,1 – 4,5 
methyloranž oranžová žlutá 4,4 – 6,3 
thymolová modř červená žlutá 1,2 – 2,8 
thymolftalein bezbarvá modrá 9,3 – 10,5 
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V praxi mají tyto indikátory velkou výhodu vzhledem k jednoduché manipulaci 
a okamžitému získání výsledků. Jejich směs se používá pro napouštění lakmusových papírků, 
jež pak mění svoji barvu v celém intervalu pH stupnice [24]. Nevýhodnou je nemožnost 
získání přesnějších hodnot, protože reakční interval barevné změny má pro všechny 
indikátory velikost 1 až 2 jednotek pH stupnice, takže výsledné obdržené hodnoty pH lze určit 
s přesností na celé jednotky. 
 
2.3.3 Argento-chloridová elektroda 
 
Pro přesnější měření pH se používají speciálně konstruované elektrody, jež pracují na 
principu výpočtu pH ze změny elektrického potenciálu na různých částech elektrody. 
Takovéto pH-metry jsou vlastně velice přesné potenciometry s velmi vysokým vstupním 
odporem (minimálně 1014 Ω ) [26]. 
Vlastní měřící elektroda pH-metru se sestává ze skleněné baničky o průměru do jednoho 
centimetru, jež je naplněna nasyceným roztokem chloridu draselného. V tomto roztoku je 
ponořen stříbrný drátek, na jehož povrchu je nanesena vrstva chloridu stříbrného. Ve stěně 
skleněné baničky je umístěna membrána, jež zprostředkovává roztoku KCl vodivostní kontakt 
s okolním prostředím elektrody [25]. Mezi elektrodou a okolním prostředím se v případě 
rovnováhy vyvine stálý elektrický potenciál, jenž je ovlivňován pouze změnou aktivity 
(koncentrace) vodíkových kationtů v roztoku KCl.  
Po ponoření elektrody do měřeného roztoku se na povrchu membrány, jež specificky 
reaguje na koncentraci H3O
+ iontů, začnou sorbovat a nebo desorbovat nabité částice 
a v závislosti na tom se změní i stav rovnováhy na straně roztoku KCl. Tato změna pak vede 
ke změně elektrického potenciálu, z čehož lze určitě velikost pH v měřeném roztoku. 
Závislost změny elektrického potenciálu na elektrodě je vyjádřena !ernstovou rovnicí: 
 
( )++ ⋅⋅+= Ago )/Ag(Ag)AgCl/Ag( alnF
R T
EE   (5) 
 
kde )AgCl/Ag(E  je výsledný potenciál argentochloridové elektrody, 
o
)/Ag(Ag+
E  je standardní 
elektrodový potenciál elektrody ustanovený mezi roztokem KCl a stříbrným drátkem, R je 
univerzální plynová konstanta, T je teplota roztoku v K a F je Faradayova konstanta [26]. 
Pro vlastní měření pH pomocí takovéto elektrody je nutná její kalibrace, kdy je k různým 
hodnotám elektrického potenciálu přiřazeno odpovídající pH. Toto naprogramování je dáno 
výrobcem přístroje a je uloženo v paměti zařízení. Během provozu pak dochází ke změnám na 
povrchu stříbrného drátku, skleněné membrány nebo v roztoku KCl, takže je nutné přístroj 
průběžně kalibrovat pomocí sady pufrů o předem známých koncentracích [17]. 
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2.4 Konduktometrie 
 
2.4.1 Základní definice 
 
Principem fyzikální metody konduktometrie je měření vodivosti zkoumaného tělesa. 
Vodivost G je fyzikální veličina vyjadřující schopnost tělesa vést elektrický proud. Čím lépe 
vede těleso elektrický proud, tím vyšší je hodnota vodivosti [25]. Z toho vyplývá i následující 
vzorec: 
 
R
G
1
=   (6) 
 
kde R je odpor tělesa. Z tohoto vzorce vyplývá i jednotka vodivosti 1−Ω , v jednotkách SI     
m-2⋅kg-1⋅s3⋅A2. Při porovnání dvou těles má větší vodivost to z nich, které lépe vede 
elektrickou proud, tj. při stejně velkém elektrickém potenciálu (napětí) U mezi elektrodami 
prochází tělesem (vodičem) větší náboj Q za čas t, neboli mezi svorkami lze naměřit vyšší 
hodnoty elektrického proudu I: 
 
U
I
G =   (7) 
 
Vlastnostmi tělesa (vodiče), jež ovlivňují velikost vodivosti, je průřez plochy kolmé na dráhu 
vedení proudu S, délka vodiče mezi elektrodami (svorkami) l a konduktivita tělesa κ  [26]: 
 
l
S
G ⋅= κ   (8) 
 
Konduktivita tělesa je fyzikální veličina, jež určuje měrnou vodivost tělesa nezávisle na jeho 
délce. Definuje tak materiál, z něhož je těleso složeno. Jednotkou konduktivity je S⋅m-1 nebo 
dle SI m-3⋅kg-1⋅s3⋅A2. 
Logicky je velikost vodivosti přímo závislá na počtu částic schopných přenosu náboje 
v látce. V případě studia vodivosti roztoků hyaluronanu a aminokyselin se jedná o nabité 
ionty a molekuly volně pohyblivé ve vodném prostředí. Těmito částicemi jsou protonizované 
molekuly aminokyselin, disociované molekuly HCl a v omezené míře protolyzované 
molekuly vody vzniklé její autoprotolýzou. Kyselina hyaluronová jako polymer nemá 
schopnost samovolného pohybu v roztoku a pro její nucený pohyb vyvolaný elektrickým 
potenciálem na svorkách měřící elektrody by bylo potřeba napětí o několik řádů vyšší než je 
napětí na elektrodách konduktometru. Proto se hodnota vodivosti přímo vztahuje na volné 
ionty AK a HCl a z poměru vodivosti roztoků protonizovaných AK ve vodě a v roztoku HyA 
lze odvodit intenzitu interakcí mezi hyaluronanem a protonizovanými aminokyselinami, 
protože interakcemi navázané molekuly aminokyselin se nemohou účastnit přenosu náboje 
a vodivost systému tak klesá. 
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2.4.2 Metody měření vodivosti 
 
V praxi je vodivost roztoků měřena pomocí systému 2 elektrod, jež jsou vůči sobě 
zafixovány v konstantní poloze a připojeny na přesný ampérmetr. Mezi svorkami je 
udržováno konstantní napětí a v závislosti na vodivosti kapaliny se mění velikost proudu mezi 
elektrodami, dle vztahu [27]: 
 
U
I
G =   (9) 
 
pak procesor přístroje vypočítává vodivost roztoku. Vlivem změny teploty roztoku 
samozřejmě dochází ke změně koncentrace protolyzovaných molekul. Se stoupající teplotou 
roste koncentrace vodivých částic v roztoku, což je kompenzováno opravných faktorem β  o 
velikosti 2 % na 1°C vzhledem k standardní teplotě 25°C. Na tuto teplotu jsou kalibrovány 
všechny přístroje a tabelovány vodivosti látek [19]. Výsledný vztah pro vodivost roztoku pak 
je: 
 
U
I
G ⋅= β   (10) 
 
Dalším rizikovým faktorem je tvorba sedimentů a usazenin na povrchu elektrod, jež vede 
jednak k nárůstu odporu měřícího systému a poklesu vodivosti a také ke zkrácení dráhy mezi 
elektrodami, takže jednotlivá měření nejsou prováděna za konstantních podmínek, jak 
postupně narůstá vrstva sedimentů na elektrodách [19]. Proto je nutné povrch po každém 
měření vyčistit v destilované vodě a otřít do sucha buničinou, čímž se tomuto jevu zabrání. 
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2.5 Reologie 
 
2.5.1 Základní definice 
 
Reologie je vědecká disciplína zabývající se studiem toku hmoty. Základními kameny 
přitom nejsou charakteristiky přenosu hmoty, ale vztahy mezi napětím, deformací a rychlostí 
této deformace. Historie tohoto vědního oboru sahá do roku 1928, kdy jeho základní kameny 
položili Eugene C. Bingham a Markus Reiner [20,21]. Název reologie pochází z řeckých slov 
rhein a logos, jejichž spojení lze přeložit jako věda o toku. 
 
 
1 
1 
v 
A 
  h 
F 
 
 
Obr. 6 Reologický model s posuvnými deskami 
Pro definici reologických parametrů se používá model posuvných desek (Obr. 6). Jedna 
z těchto desek představuje nepohyblivou podložku (3) a druhá deska o ploše A se vůči této 
desce pohybuje v konstantní vzdálenosti h rychlostí v, jež je vyvolána silou F. Tímto 
pohybem je vyvolána deformace materiálu v prostoru mezi deskami. Tečné napětí τ  je dáno 
poměrem síly F působící deformaci na plochu A: 
 
[ ]21- smkg −⋅⋅=
A
F
τ   (11) 
 
Rychlost deformace je popsána veličinou smyková rychlost, jež vyjadřuje vztah mezi 
vzdáleností desek h a velikostí rychlosti v: 
 
][s 1-
h
v
=γ&   (12) 
 
Viskozita takovéto látky je pak dána poměrem mezi tečným napětím a smykovou rychlostí. 
Tento vztah je definován !ewtonovým zákonem viskozity: 
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  (13) 
 
2.5.2 ewtonské a enewtonské kapaliny 
 
Látky můžeme podle jejich chování během jejich mechanické deformace rozdělit do dvou 
skupin. První z nich jsou látky chovající se dle !ewtonova viskozitního zákona, a proto se 
nazývají !ewtonské látky [21]. Během jejich deformace lze sledovat lineární nárůst smykové 
rychlosti při zvyšování tečného napětí, takže se jejich viskozita v závislosti na smykové 
rychlosti nemění. Jedná se o kapaliny o nízké molární hmotnosti, případně o málo 
koncentrované roztoky, kdy se jejich molekuly během pohybu kapaliny nijak měřitelně 
neovlivňují a jejich pohyb ve směru deformace je plynulý (Obr. 7). 
 
γ
τ
γ
η
 
Obr. 7 a) závislost tečného napětí na smykové rychlosti b) závislost viskozity na smykové 
rychlosti 
Opakem látek !ewtonských jsou látky !enewtonské. Tyto látky se při své deformaci 
nechovají podle !ewtonova zákona viskozity a vykazují tak odlišné mechanické vlastnosti 
[20]. Vlivem nekonstantní viskozity v závislosti na smykové rychlosti je nemožné tyto 
kapaliny popsat jednoduchým vztahem jako je !ewtonův zákon viskozity (Obr. 8). Tyto 
kapaliny se dále dělí do několika podskupin, podle toho jaké neideální chování vůči 
!ewtonské kapalině vykazují. U dilatantních látek dochází vlivem deformace ke zvýšení 
jejich viskozity. Naopak látky pseudoplastické vykazují při svém deformování pokles 
viskozity. Poslední skupinou jsou látky plastické, které za klidového stavu odpovídají pevným 
látkám a k uvedení jejich hmoty do toku je potřeba překonat prahové tečné napětí, 
označované také jako mez toku sτ . Po překonání meze toku dochází k jejich tečení 
a zvyšování viskozity. Mez toku vyjadřuje potřebnou velikost sil nutných k překonání 
vnitřních vazeb ve struktuře kapaliny, které přirozeně brání pohybu jejích molekul [20,22].  
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Obr. 8 Chování !ewtonských a !enewtonských kapalin 
2.5.3 Tixotropie a reopexie 
 
U !enewtonských kapalin dochází také vlivem časového působení deformace ke změně 
vnitřní struktury, jež má pak dopad na makroskopické chování tekutiny. Buď může docházet 
k postupnému snižování viskozity v čase při působení konstantního tečného napětí a takové 
kapaliny označujeme jako tixotropní [20,21]. Příkladem jsou nátěrové hmoty a laky, jež se 
vlivem tlaku štětce po chvíli lépe roztírají a v natřené vrstvě pak po ukončení deformace 
znovu ztuhnou.  
Opakem tixotropních látek jsou látky reopexní. Tyto látky vlivem deformace v čase 
zvyšují svoji viskozitu a brání tak další deformaci. Příkladem je vodná suspenze škrobu 
[20,21]. 
Jak tixotropní, tak reopexní chování je zcela závislé na působení deformační síly a po jejím 
odeznění dochází opět k relaxaci tekutiny a navrácení hodnoty viskozity do předchozího 
stavu. Pokud avšak byly působící síly příliš velké a došlo díky tím k mechanickému 
poškození molekul v kapalině (například u polymerů), může již viskozita zůstat na nízkých 
úrovních nebo se nenavrátí zcela do výchozího stavu. 
 
2.5.4 Měřící systémy 
 
Reologické vlastnosti materiálů se měří na geometru za pomoci různých měřících systému 
(geometrií). Tyto odlišné geometrie vhodně reflektují vlastnosti měřených systémů 
a umožňují tak získat přesná data. 
 
2.5.4.1 Systém kužel – deska 
 
Měřící systém kužel – deska je speciálním případem systému kužel – deska, kdy je horní 
pohyblivá deska skosena o úhel do 4° do podoby kužele (Obr. 9). Tečné napětí tohoto 
systému je dáno rovnicí: 
 
32
3
R
M cp
⋅⋅
⋅
=
pi
τ   (14) 
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Výhodnou tohoto měřícího systému je jednoduchá obsluha, snadná údržba a nízká spotřeba 
vzorku na realizaci měření. Nevýhodnou je pak nemožnost použití systému kužel – deska 
nebo deska – deska na zkoumání nízko-viskózních kapalin, protože dochází k odtrhnutí vrstvy 
tekutiny z měřícího prostoru a jejímu vystříknutí do okolí vlivem odstředivých sil [21].  
 
 
 
Obr. 9 Systém kužel – deska 
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2.5.4.2 Systém souosých dvojválců 
 
Systém válec – válec se používá pro měření kapalin o nízké viskozitě, která nedovoluje 
jejich proměření v systému deska – deska (kužel) při vyšších smykových rychlostech. Jedná 
se o geometrii 2 do sebe zasouvaných válců (speciální případ geometrie válec – válec), kde je 
tekutina umístěna v dvojité mezeře po obou stranách vnitřního válce (Obr. 10). Možnost 
použití po výzkum kapalin o nízké viskozitě je dán velkým styčným povrchem pohybující se 
plochy (vnitřní válec) a kapaliny [21]. Nevýhodou tohoto systému je nutnost kompletního 
rozebírání a čištění celé aparatury po každém měření a velká spotřeba vzorku, jež je téměř 6-ti 
násobná oproti systému deska – deska (kužel).  
 
 
 
Obr. 10 Systém souosých dvojválců 
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3. EXPERIMETÁLÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie 
Použitá kyselina hyaluronová byla vyrobena firmou Contipro Group s.r.o., Dolní Dobrouč, 
Česká republika. Pro výzkum interakcí v rozsahu této práce byly použity vzorky 
molekulových hmotností 1,75 – 2,00 MDa a 1,35-1,40 MDa. Obě tyto molekulové hmotnosti 
byly specifikovány přímo firmou Contipro Group s.r.o. Pro přípravu roztoků z kyseliny 
hyaluronové byla použita injekční voda dodávaná firmou Fresenius Kabi Italia, S.r.l., Verona, 
Itálie. Na přípravu roztoků aminokyselin byly použity aminokyseliny dodávané firmou 
Sigma-Aldrich, Steinheim, Německo a injekční voda od firmy Fresenius Kabi.  
 
3.2 Použité metody 
3.2.1 Příprava roztoků 
Všechny zásobní roztoky kyseliny hyaluronové byly připravovány následujícím způsobem. 
Nejprve byla odvážena navážka kyseliny hyaluronové o příslušné molární hmotnosti na 
analytických vahách s přesností na 4 desetinná místa. Poté byla tato navážka v několika 
krocích nasypána do určeného množství injekční vody. Tento krok probíhal v několika 
částech, kdy byla vždy do zásobní lahve s malým množstvím injekční vody přidána část 
hyaluronanu, jež byla dále převrstvena dalším přídavkem vody a následovala další část 
navážky kyseliny hyaluronové. Tímto vrstvením bylo docíleno lepšího rozložení kyseliny 
v celém objemu míchaného roztoku a do jisté míry se eliminoval vznik počátečních domén se 
shluklou kyselinou hyaluronovou, jež je pak obtížněji rozpustná. Po přesypání veškeré 
navážky hyaluronanu byla váženka opět zvážena na analytických vahách, čímž bylo zjištěno 
jaké množství hyaluronanu ulpělo vlivem navlhání vzdušnou vlhkostí na stěnách váženky. 
Takto připravené zásobní roztoky byly na magnetické míchačce míchány do následujícího dne 
(cca 24 hodin) pro zajištění dostatečné homogennosti celého roztoku. Míchání probíhalo za 
laboratorní teploty a po jeho ukončení byly roztoky uchovávány v chladničce z důvodu 
zpomalení degradačních procesů. 
Zásobní roztoky aminokyselin byly připravovány obdobným způsobem jako roztoky 
kyseliny hyaluronové s tím rozdílem, že po cca hodině míchání roztoku čisté aminokyseliny 
v injekční vodě bylo k tomuto roztoku přidáno potřebné množství roztoku kyseliny 
chlorovodíkové o vypočtené koncentraci. Roztoky aminokyselin stačí míchat kratší dobu, 
protože se jedná na rozdíl od HyA o nízkomolekulární látky s dobrou rozpustností. Kyselina 
chlorovodíková byla předem naředěna destilovanou vodou na teoreticky spočítanou 
koncentraci a po jejím přidání k roztokům aminokyselin bylo docíleno jejich úplné 
protonizace. Přesné objemy potřebné k protonizaci aminokyselin pomocí HCl byly 
vypočítány pomocí dat získaných při automatizované acidobazické titraci obou aminokyselin 
pomocí zásobních roztoků kyseliny chlorovodíkové, přičemž titrace byla ukončena až ve 
chvíli, kdy pH titrovaného roztoku vykazovalo pouze lineární pokles. Roztok lysinu 
o koncentraci 120 mmol⋅dm3 byl titrován roztokem kyseliny chlorovodíkové o koncentraci 
1 mol⋅dm3 a roztok kyseliny 6-amino kapronové o koncentraci 240 mmol⋅dm3 byl titrován 
roztokem kyseliny chlorovodíkové o koncentraci 100 mmol⋅dm3. Lineární pokles byl pak 
způsobován pouze přídavkem další HCl do roztoku, protože byla již veškerá aminokyselina 
protonizovaná. Při titraci byl titrátorem sledován přesný přídavek zásobní kyseliny 
chlorovodíkové a okamžité pH titrovaného roztoku. Tyto hodnoty pak byly vyneseny do grafu 
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a spodní lineární část poklesu pH byla proložena asymptotickou přímkou. Následně byla 
určena oblast úplné protonizace aminokyseliny jako část grafu, kdy se hodnoty pH titrační 
křivky nelišily o více než 1 % od hodnot asymptoty pro 6AKK nebo o více než 5 % pro lysin. 
Jako dostatečný objem HCl o známé koncentraci nutný k úplné protonizaci roztoku 
aminokyseliny byl pak určen nejnižší objem přídavku kyseliny chlorovodíkové, při němž se 
pH titrační křivky nelišilo o více než 1 % oproti hodnotě asymptotické přímky u 6AKK 
a o více než 5 % u lysinu. 
y = -0,210040x + 4,135526
R2 = 0,979412
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Lineární (nízké pH)
 
Obr. 11 Titrace 120 mmol⋅dm3 lysinu 1 mol⋅dm3HCl 
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R2 = 0,998
5
5,5
6
6,5
7
7,5
0 2 4 6 8 10
V 0.1M HCl (cm3)
p
H
pH roztoku
nízké pH
Lineární (nízké pH)
 
Obr. 12 Titrace 240 mmol⋅dm3 6AKK 100 mmol⋅dm3HCl 
Po analýze naměřených dat a zjištění maximální možné odchylky titrační a asymptotické 
křivky bylo určeno, že nejmenší přídavek kyseliny chlorovodíkové o uvedené koncentraci 
k roztoku 50 cm3 lysinu o uvedené koncentraci je 8 cm3 roztoku HCl a pro protonizaci 50 cm3 
kyseliny 6-amino kapronové je potřeba 6 cm3 roztoku HCl. 
Velikost odchylky naměřených dat od dat vypočtených z rovnice asymptoty byla určena 
podle následujícího vztahu: 
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  (15) 
 
Tabulka 3 Ukázka naměřených a vypočtených dat k určení odchylky pH pro titraci 0,12M 6AKK 
VHCl [cm
3] pHtitr pHreg %∆  
5,90 5,483 5,452896 1,09506 
5,95 5,48 5,450388 1,07780 
6,00 5,475 5,44788 0,98823 
6,05 5,471 5,445372 0,93468 
6,10 5,467 5,442864 0,88104 
 26
 
Z takto analyticky zjištěných výchozích poměrů HCl a aminokyselin nutných k jejich 
protonizaci byly následně spočítány potřebné objemy a koncentrace roztoků kyseliny 
chlorovodíkové pro protonizaci roztoků lysinu a kyseliny 6-amino kapronové pro potřeby 
přípravy jejich směsí s hyaluronanem. Pro námi zkoumanou koncentrační řadu lysinu bylo 
potřeba získat 2 roztoky protonizovaného lysinu o koncentracích 220 a 550 mmol⋅dm3, na 
jejich přípravu byly použity výchozí roztoky lysinu o koncentracích 264 a 660 mmol⋅dm3. Pro 
zkoumanou koncentrační řadu 6AKK bylo potřeba získat protonizovaný roztok o koncentraci 
220 mmol⋅dm3, na jehož přípravu byl použit výchozí roztok kyseliny 6-amino kapronové 
o koncentraci 264 mmol⋅dm3. 
 
Tabulka 4 Koncentrace výchozích a protonizovaných roztoků 
 protonizované roztoky výchozí roztoky protonizační HCl  
 c [mmol⋅dm3] V [cm3] c [mmol⋅dm3] V [cm3] c [mol⋅dm3] V [cm3] 
V OH2
 
1. lys+ 220 12 264 10 2,200 1,6 0,4 
2. lys+ 550 12 660 10 4,400 2,0 0,0 
6AKK+ 220 12 264 10 0,066 2,0 0,0 
 
Po jednodenním míchání byly ze zásobních roztoků připraveny vzorky směsí aminokyselin 
v kyselině hyaluronové o koncentracích 0,9; 4; 10; 15; 20; 30 a 50 mmol⋅dm3 pro řadu 
s lysinem a o koncentracích 0,9; 4; 10; 15 a 20 mmol⋅dm3 pro 6AKK. Tyto koncentrace byly 
dány na základě výsledků předchozího výzkumu interakcí kyseliny hyaluronové 
a aminokyselin na naší fakultě [29]. Spolu s těmito roztoky byly připraveny i roztoky 
protonizovaných aminokyselin v injekční vodě, určené pouze pro měření pH a vodivostí, 
sloužící jako reference vůči směsím. Jejich koncentrace přitom odpovídala koncentračním 
řadám aminokyselin v hyaluronanu. Všechny tyto vzorky byly opět do příštího dne 
(cca 24 hodin) míchány na magnetických míchačkách pro zajištění maximální možné 
homogenity. Míchání probíhalo za laboratorní teploty a po jeho ukončení byly roztoky 
uchovávány v chladničce z důvodu zpomalení degradačních procesů. Vzorky byly vždy 
spotřebovány do 10 od přípravy, aby byl minimalizován dopad jejich degradace. 
 
3.2.2 Měření pH 
Všechny vzorky byly po důsledné homogenizaci na magnetické míchačce proměřeny na 
pH-metru od firmy Mettler Toledo. Před samotným měřením pH byly vzorky po dobu 
1 hodiny ponechány k vytemperování za laboratorní teploty v místnosti s pH-metrem a pH-
metr byl nakalibrován dle návodu výrobce. Samotné měření pH bylo realizováno pomocí 
elektrody pH-metru, jež bylo úplně ponořeno do měřeného roztoku a záznam pH byl graficky 
sledován pomocí softwaru MultiLab Pilot do ustálení (cca 2 minuty). 
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3.2.3 Měření vodivosti 
Měření vodivosti zkoumaných roztoků ručním konduktometrem od firmy GREINSINGER 
Electronic probíhalo vždy ihned po měření pH. Měřící elektroda konduktometru byla úplně 
ponořena do měřeného roztoku a následně bylo odečteno 5 ustálených hodnot vodivosti 
a teploty měřeného roztoku v intervalu 20 s mezi každým odečtem. Tyto hodnoty byly pak 
dále statisticky zpracovány a pro další měření jsme použili průměrné hodnoty.  
 
Tabulka 5 Ukázka naměřených hodnot vodivosti pro roztok čisté HyA o Mr = 1,35 MDa 
koncentrace 0 mM  
 G [µS] t [°C] 
 158,4 24,2 
 157,9 23,9 
 158,3 23,8 
 158,3 23,8 
 158,4 23,8 
Aritmetický průměr:                               158,26 23,9 
sm. odchylka 0,1855  
 
Směrodatná odchylka naměřených dat byla vypočtena pomocí následujícího vzorce: 
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2
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3.2.4 Reologické meření 
Stěžejní analytickou technikou použitou ke studiu výskytu a charakteristiky interakcí mezi 
hyaluronanem a protonizovanými aminokyselinami bylo reometrické měření viskozity. 
Měření bylo prováděno na přístroji AR – G2 od firmy TA Instruments a k jejich vyhodnocení 
byl použit program TA Data Analysis od téže firmy. Samotné měření bylo prováděno 
systémem kužel – deska (kužel - ∅60mm / úhel zkosení 1°) pro viskóznější roztoky 
a systémem válec – válec (verze double-gap conc. Cylinders) (Obr.9,10) pro roztoky o nižších 
hodnotách viskozit. Všechny vzorky byly hodinu vytemperovány na teplotu laboratoře. Poté 
byl příslušný objem zkoumaného roztoku nadávkován do měřícího systému. Následně byl 
vzorek v reometru během 5 minut vytemperován na teplotu 25°C. Pro měření viskozity byl 
použit test Steady State. Tento test zkoumá tokové vlastnosti měřeného roztoku, přičemž pro 
jejich právoplatný odečet je nutné, aby se hodnota smykové rychlosti při definovaném tečném 
napětí neměnila v časovém intervalu 10 s o více než 5%. Každý bod z viskózní křivky byl pak 
proměřen celkem 3×, díky čemuž byla zaručena vysoká spolehlivost naměřených údajů. 
Maximální doba měření na jeden bod byla z důvodu časové přiměřenosti experimentu 
stanovena na 3 min 10 s. Při měření viskozity systémem kužel – deska byl na každé měření 
použit nový vzorek roztoku a měření bylo provedeno celkem 2× nebo 3×, v závislosti na 
shodnosti naměřených údajů. Jako správné byly vyhodnoceny tokové křivky, jež vykazovaly 
chybu Crossova modelu menší než 20. Při měření za pomoci systému válec – válec byl vždy 
měřen pouze jeden vzorek roztoku, protože tento systém vyžaduje použití většího množství 
zkoumané kapaliny než systém kužel – deska. Z tohoto důvodu bylo zvoleno, že zkoumaný 
vzorek se podrobí 2 za sebou jdoucím testům, aby bylo opět možné obdržet porovnatelné 
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výsledky. Mezi každým z těchto testů byla pak vložena 5 minutová relaxační pauza a 2. test 
tak nebyl ovlivněn dynamickým namáháním roztoku během 1. testu.  
 
0,1000 1,000 10,00 100,0 1000
shear rate (1/s)
0,01000
0,1000
v
is
c
o
s
it
y
 (
P
a
.s
)
0,9 M 6AKK
 
Obr. 13 Viskozitní křivka 0,9 mmol⋅dm3 6AKK v 0,1% 1,75MDa HyA proložená 
Crossovým modelem 
3.2.5 Zpracování a vyhodnocení 
Naměřené vodivosti a pH zkoumaných roztoků byly zpracovány v programu Excel. Pro 
každou z měřených řad aminokyselin byly u vodivosti a pH porovnávány změny v závislosti, 
na přítomnosti kyseliny hyaluronové v roztoku. Koncentrace aminokyseliny byla vždy pro 
porovnávané vzorky shodná, což umožnilo konkrétní studium vlivu interakcí hyaluronanu 
s aminokyselinou. Takto získaná data byla vynesena do grafu pro relativní vodivost Grel1. 
1. relativní vodivost je definována vztahem: 
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kde AKHyA+G  značí vodivost roztoku aminokyseliny s hyaluronanem a OH2G  značí vodivost 
roztoku aminokyseliny ve vodě. Vynesená relativní vodivost pak určuje míru změny vodivosti 
vzhledem k přítomnosti kyseliny hyaluronové. 
Dále byla z naměřených dat sestavena grafická závislost poměru vodivosti roztoku 
aminokyseliny s hyaluronanem a roztoku čistého hyaluronanu na koncentraci. Tato relativní 
vodivost Grel2 byla dána vztahem: 
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kde AKHyA+G  značí vodivost roztoku aminokyseliny s hyaluronanem a HyAG  značí vodivost 
roztoku hyaluronanu ve vodě bez přídavku aminokyseliny.  
Naměřené hodnoty pH pro všechny roztoky byly zpracovány do grafické podoby 
porovnávající změny velikosti pH v závislosti na přítomnosti hyaluronanu v roztoku pro 
stejné koncentrace aminokyseliny.  
Výsledky reologického měření provedeného na vzorcích hyaluronanu s protonizovanými 
aminokyselinami byly zpracovány v programu TA Data Analysis, jež dodává výrobce 
reometru. Výsledná viskozitní křivka závislosti zdánlivé dynamické viskozity na smykové 
rychlosti byla proložena Crossovým reologickým modelem. Tento model velice dobře 
popisuje chování nenewtonských kapalin, přičemž kyselina hyaluronová o vysoké 
molekulové hmotnosti (v našem případě 1,35 nebo 1,75MDa) vykazuje velké odchylky od 
chování ideálních newtonských kapalin. Crossův model je popsán vztahem: 
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kde ∞η  je asymptotická viskozita roztoku pro nekonečně velkou smykovou rychlost, 0η  je 
limitní viskozita pro nekonečně malou smykovou rychlost, 
⋅
γ  je smyková rychlost a 
⋅
Cγ  je 
kritická smyková rychlost. Kritickým faktorem pro posouzení relevantnosti výsledků je 
velikost odchylky standart error, přičemž výsledné hodnoty je možnou uvažovat jako 
správné, pouze pokud je velikost standardní odchylky nižší než 20. Odchylka je dána 
vztahem: 
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kde mx  značí naměřené hodnoty, cx  značí vypočítané hodnoty, n  značí počet naměřených 
hodnost a rozsah značí rozdíl mezi nejvyšší a nejnižší naměřenou hodnotou.  
Pro účely studia interakcí mezi protonizovanými aminokyselinami a kyselinou 
hyaluronovou je klíčová hodnota limitní viskozity 0η  (kap. 2.1.4), jež je v Crossově 
reologickém modelu označována jako zero-rate viscosity. Tato hodnota značí dynamickou 
viskozitu při smykové rychlosti limitně blízké nule, tj. při minimálním zatížení roztoku a je 
velice závislá na teplotě tekutiny, koncentraci rozpuštěných látek, pH, vlastnostech 
rozpouštědla a na případných interakcích mezi látkami v kapalině. Všechny proměnné jako 
teplota, koncentrace látek, složení rozpouštědla nebo pH byly v tomto měření pečlivě 
kontrolovány a díky tomu byla jedinou proměnnou ovlivňující velikost a změnu 0η  pouze 
přítomnost a velikost interakcí, jež jsou předmětem zájmu této studie. 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
V následujících tabulkách a grafech jsou uvedeny výsledky měření pH, vodivosti 
a reologických vlastností roztoků protonizovaných aminokyselin ve vodném prostředí bez 
a s přídavkem kyseliny hyaluronové. 
 
4.1 pH-metrie 
Měření pH bylo prováděno primárně za účelem potvrzení, zda je pH ve všech roztocích 
nižší než pH hodnota pro úplnou protonizaci lysinu a 6-amino kapronové kyseliny. Úplná 
protonizace nastává pro lysin při pH 2,3 a nižším a pro 6-amino kapronovou kyselinu při pH 
5,4 a nižším (Obr. 11,12). Dalším jevem, který bylo možné z naměřených hodnot zkoumat 
byla interakce mezi aminokyselinami a hyaluronanem. Podle teoretického předpokladu by 
mělo docházet v roztocích AK s HyA k nárůstu pH oproti roztokům AK pouze ve vodě. 
Nárůst by byl pak způsoben téměř výlučně interakcemi mezi HyA a AK, čímž by došlo 
k poklesu kyselých iontů aminokyseliny v roztoku a hodnota pH by se zvýšila. Naopak 
samotná přítomnost HyA v roztoku má na zvýšení hodnoty pH velice omezený vliv, jež je dán 
pouze její pufrační kapacitou, kdy se chová vůči kyselině chlorovodíkové jako slabá zásada. 
Avšak pH samotného roztoku hyaluronanu ve vodě je nižší než pH injekční vody, takže po 
náhradě části vody molekulami HyA by spíše přítomnost hyaluronanu v roztoku 
s aminokyselinou měla výsledné pH mírně snižovat než naopak a v součtu lze uvažovat, že se 
oba tyto protichůdné vlivy s omezenou působností vzájemně vyruší. 
Z naměřených dat po jejich porovnání vyplynulo, že opravdu dochází ke zvýšení pH 
v roztoku aminokyslin s přítomností HyA dle předpokladu. Zvýšení pH je způsobeno 
úbytkem kladně nabitých částic z roztoku, což v našem případě představují kationty 
protonizovaných aminokyselin. Zvýšení hodnoty pH pak potvrzuje, že v roztocích skutečně 
dochází k interakcím mezi aminokyselinami a HyA. Tyto rozdíly v pH jsou nejvíce 
pozorovatelné při nízkých koncentracích aminokyseliny v roztoku, přičemž se stoupající 
koncentrací dochází pravděpodobně k nasycení řetězce hyaluronanu aminokyselinovými 
kationty a pH roztoků aminokyselin v přítomnosti a bez přítomnosti HyA jsou prakticky 
totožné pro koncentrace vyšší než 30 mmol lysinu (aminokyseliny).  
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Obr. 14 Závislost absolutní hodnoty pH na koncentraci lysinu ve vodě a HyA 
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Obr. 15 Závislost absolutní hodnoty pH na koncentraci 6AKK ve vodě a HyA 
4.2 Konduktometrie 
Konduktometrické měření bylo prováděno především z důvodu určení přítomnosti 
a orientačně i velikosti míry interakce mezi protonizovanými aminokyselinami a kyselinou 
hyaluronovou. Z tohoto titulu se jedná o doplňkovou metodu určení přítomnosti interakcí 
mezi zkoumanými látkami, přičemž její výhodnou je mnohem rychlejší realizace než 
u reometrického měření. Z naměřených hodnot vyplývá, že nejvyšší změna vodivosti mezi 
roztokem AK s vodou a s HyA nastává v koncentračním intervalu 0 – 10 mmol protonizované 
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aminokyseliny. Tato změna je velice výrazně pozorovatelná na grafické interpretaci relativní 
vodivosti 1. kde byl u roztoků lysinu pozorován výrazný pokles o 17,3 % s lokálním 
minimem při koncentraci cca 4 mmol lysinu a následně návrat zpět k hodnotám cca 1 pro 
1. rel. G. Vysoká hodnota vodivosti 1. roztoku Lys + HyA ( -3
lys
dmmmol 9,0c ⋅=+ ) oproti 
roztoku lysinu ve vodě je způsobena velice nízkou koncentrací protonizovaného lysinu, kdy 
po přídavku HyA došlo k nárůstu volných iontů v roztoku na vrub kyselině hyaluronové. Za 
takto nízké koncentrace ještě pravděpodobně nedochází k interakcím a je nutní překročit 
jistou limitní koncentraci, kdy dojde například k vhodnému sterickému uspořádání molekul 
lysinu a HyA, jež interakce umožní. U vyšších koncentrací, především nad 20 mmol došlo 
pravděpodobně stejně jako v případě s pH  k nasycení řetězce hyaluronanu volnými kationty 
lysinu a další přídavky aminokyseliny vedly pouze k větší koncentraci vodivých částic 
v roztoku, což zapříčinilo větší hodnoty vodivosti bez rozdílu, zda byl přítomen hyaluronan či 
nikoliv. 
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Obr. 16 Závislost relativní vodivosti 1. na koncentraci lysinu v roztoku s HyA 
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Obr. 17 Závislost relativní vodivosti 2. na koncentraci lysinu v roztoku s HyA 
U roztoků s kyselinou 6-amino kapronovou došlo opět k výrazné změně vodivosti po 
přídavku hyaluronanu do roztoku v koncentračním rozmezí 0 – 10 mmol, přičemž ale 
charakter této změny byl zcela opačný. V roztocích s HyA byla naměřena až o 450 % vyšší 
vodivost než v roztocích 6AKK s vodou. Vrchol tohoto trendu byl situován při koncentraci 
4 mmol 6AK. Po zvýšení koncentrace aminokyseliny za tuto hodnotu následoval opět pokles 
na cca 2-násobnou vodivost roztoků HyA + AK oproti vodivostem roztoků voda a AK. 
Opačný charakter nárůstu vodivosti než u lysinu lze vysvětlit mnohem nižší basicitou 6-amino 
kapronové kyseliny než oproti lysinu, takže i na její protonizaci nebyla potřeba tak 
koncentrovaná kyselina chlorovodíková. Důsledkem toho pak byla i nižší koncentrace 
volných iontů v roztoku, což zapříčinilo nižší vodivost roztoků kyseliny 6-amino kapronové. 
V jejích roztocích pak představovala vodivost HyA mnohem vyšší podíl než tomu bylo 
u roztoků lysinu. 
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Obr. 18 Závislost relativní vodivosti 1. na koncentraci 6AKK v roztoku s HyA 
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Obr. 19 Závislost relativní vodivosti 2. na koncentraci lysinu v roztoku s HyA 
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4.3 Reometrie 
V následujících grafech jsou uvedeny výsledky reologických měření systému 
protonizovaná aminokyselina – kyselina hyaluronová. Z naměřených dat vyplývá, že 
předpoklad interakcí mezi hyaluronanem a protonizovanými aminokyselinami vedoucí ke 
snížení viskozity tohoto systému vlivem interakcí se ukázal jako správný [28].  
Roztok samotné 1,75 MDa HyA ve vodě o koncentraci 0,1 % bez přídavku AK, vykazoval 
limitní viskozitu při limitě nízké smykové rychlosti η0 = 89,23 mPa·s (Obr.10), přičemž se 
stoupající koncentrací lysinu v roztoku docházelo k poklesu viskozity až na hodnotu 2,05 mPa 
pro koncentraci 50 mmol⋅dm3 lysinu v roztoku.  
 
Tabulka 6 Limitní viskozity roztoků HyA bez a s aminokyselinami 
η0 [mPa·s] cAK [mmol⋅dm3] 
lys 6AKK 
0,0 89,230 50,11 
0,9 31,200 42,92 
4,0 8,428 43,32 
10,0 4,756 34,34 
15,0 3,973 32,74 
20,0 3,019 28,23 
30,0 3,031 - 
50,0 2,052 - 
 
K vzájemnému porovnání změny viskozit u různě velkých přídavků protonizovaných 
aminokyselin byla zvolena relativní viskozita, jež dána vztahem: 
 
O2HHyA
AKHyA
0
0
0
+
++=
η
η
η
rel
  (21) 
 
kde 
O2HHyA
0 +
η  je limitní viskozita pro roztok hyaluronanu ve vodě bez přídavku aminokyseliny 
a 
++AKHyA
0η  je limitní viskozita pro roztok hyaluronanu s přídavkem protonizované 
aminokyseliny. Výsledná relativní viskozita pak vyjadřuje změnu viskozity roztoku vlivem 
různé koncentrace protonizované aminokyseeiny. 
 Celkově k největšímu gradientu poklesu poměru viskozit roztoku HyA ve vodě a roztoků 
HyA a lysin docházelo k koncentračním intervalu 0 až 10 mmol⋅dm3 a dále byl již poměr 
limitních viskozit směsných roztoků k limitní viskozitě roztoku srovnávacího téměř 
konstantní (Obr.11). Potvrdil se tak charakter změn vyvolaných interakcemi lysinu 
a hyaluronanu, jež byl pozorován již z dat pH-metrie a konduktometrie. Z grafu je patrné, že 
s rostoucím koncentrací lysinu v roztoku prudce klesá jeho viskozita a pro koncentrace 30 
a 50 mmol⋅dm3 vykazují roztoky dle viskozitních křivek již Newtonské chování. Tento patrný 
pokles viskozity byl pravděpodobně způsoben velkou koncentrací protonizovaného lysinu 
v roztoku, kde jsou karboxylové skupiny HyA lysinem zcela saturovány a molekuly HyA jsou 
tak maximálně sbaleny.  
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Obr. 20 Viskozitní křivky systému 1,75 MDa HyA s protonizovaným lysinem 
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Obr. 21 Relativní viskozita roztoků lysin + HyA v závislosti na koncentraci lysinu 
Z naměřených dat pro systémy protonizované kyseliny 6-amino kapronové + 1,35 MDa 
HyA platí obdobné závěry jako pro systém s lysinem. Opět byly pozorovány interakce 
charakterizované poklesem limitní viskozity s rostoucí koncentrací 6AK v roztoku, avšak 
oproti roztokům lysinu zde nebyly poklesy natolik markantní. Limitní viskozita pro roztok 
HyA ve vodě bez přídavku aminokyseliny byla 50,11 mPa·s a při koncentraci 20 mmol⋅dm3 
byla hodnota limitní viskozity rovna 28,23 mPa·s. Celkový pokles viskozity vlivem 6AK byl 
pro hraniční případy roven pouze 44 %. U srovnatelného rozsahu 0 – 20 mmol⋅dm3 
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koncentrace lysinu s HyA dosáhl pokles viskozity roztoku 97 %. Roztoky v celé škále měření 
pro kyselinu 6-amino kapronovou nicméně ale vykazovali konstantní Nenewtonské chování, 
takže dle viskozitních křivek k tak velkým změnám konformací HyA v roztoku jako u lysinu, 
protože interakce HyA s 6AKK jsou podstatně slabší.  
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Obr. 22 Viskozitní křivky systému HyA s protonizovanou kyselinou 6-amino kapronovou 
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Obr. 23 Relativní viskozita roztoků 6AKK + HyA v závislosti na koncentraci 
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5. ZÁVĚR 
Cílem této práce bylo prozkoumaní interakcí mezi vysokomolekulární kyselinou 
hyaluronovou a amfifilními protonizovanými kyselinami, jež byly zastoupeny lysinem 
a kyselinou 6-amino kapronovou. Vlastní výzkum byl realizován za pomoci měření pH, 
vodivosti a viskozity. Samotné výsledky z pH-metrie a konduktomerie systému HyA – 
protonozovaná aminokyselina byly porovnány s obdobným roztokem v němž chyběl 
hyaluronan. Měření viskozity na reometru byly podrobeny pouze roztoky s HyA z důvodu 
nízké viskozity roztoků obsahujících pouze protonizované aminokyseliny ve vodě. Dle 
známých předpokladů se případné interakce měli projevit snížením viskozity z důvodu 
kontrakce molekul kyseliny hyaluronové, snížením vodivosti roztoků z důvodu poklesu 
koncentrace volných iontů v roztoku, jež se naváží na hyaluronan a zvýšením pH roztoků 
z důvodu poklesu koncentraci protonizovaných aminokyselin v roztoku, taktéž způsobeným 
interakcí aminokyselinových molekul s řetězcem HyA. 
Z naměřených dat byly prokázány interakce mezi vysokomolekulárním hyaluronanem 
a protonizovanými aminokyselinami lysinem a 6-amino kapronovou kyselinou. Hodnoty 
měření pH roztoků HyA a protonizované AK jednoznačně potvrdily předpoklad zvýšení pH 
v roztocích s HyA v porovnání se slepými vzorky s vodou. 
V případě konduktometrické studie došlo ke snížení vodivosti pouze u roztoků s lysinem, 
kde byl nejmarkantnější pokles patrný v koncentračním intervalu 0 – 10 mmol⋅dm3. 
Následující roztoky lysinu v HyA s vyšší koncentrací již nevykazovaly pokles vodivosti 
v porovnání s roztoky lysinu ve vodě, přičemž tato skutečnost byla s nejvyšší 
pravděpodobností způsobena nasycením řetězce HyA molekulami lysinu a také vysokou 
vodivostí samotných roztoků vlivem vysoké koncentrace lysinu. V těchto hodnotách vodivosti 
byl pak vliv interakcí na celkovou vodivost marginální. V případě roztoků 6AK + HyA došlo 
avšak ke zvýšení celkové vodivosti v porovnání s roztoky 6AK + voda. Důvodem byla velice 
nízká vodivost roztoků protonizované kyseliny 6-amino kapronové, kdy i při koncentraci 
20 mmol⋅dm3 byla vodivost roztoku o 23 % nižší než vodivost samotného roztoku HyA bez 
přídavku aminokyseliny. V případě nižších koncentrací 6AK byl pak rozdíl podílu 
jednotlivých složek roztoku na jeho celkovou vodivost ještě vyšší. Po přidání protonizované 
6AK tak pravděpodobně došlo k interakcím s HyA, avšak celková vodivost systému ze 
zvýšila z důvodu přidání HyA do roztoku. 
Z výsledků získaných reometrickým měřením byly potvrzeny interakce mezi 
protonizovanými aminokyselinami kyselinou hyaluronovou. Největší míra interakcí byla 
pozorována při koncentracích aminokyselin 0 – 10 mmol⋅dm3, což přesně potvrzuje závěry 
z konduktometrie. Tyto změny limitních viskozit jsou velice dobře patrné na grafech 
relativních limitních viskozit (Obr. 21,23). Na uvedených grafech je také patrné, že od 
koncentrací 20 mmol⋅dm3 u lysinu již nedochází k dalším interakcím, což je zapříčiněno 
nasycením karboxylových skupin na hyaluronanu molekulami protonizovaných aminokyselin. 
V případě interakcí hyaluronanu s kyselinou 6-aminokapronovou je patrný soustavný pokles 
relativní limitní viskozity i při koncentracích 20 mmol⋅dm3, což je patrně dáno přítomností 
pouze jedné pronotizované aminoskupiny oproti dvěma skupinám u lysinu. Tím pátek je pro 
stejnou saturaci řetězce HyA potřeba dvojnásobné množství molekul 6AKK. 
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7. SEZAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
 
HyA kyselina hyaluronová, hyaluronan 
c molární koncentrace 
Da dalton; 1 Da = 1,66·10-27 kg 
η0 limitní viskozita 
η∞ asymptotická viskozita 
η viskozita 
6AKK kyselina 6-amino kapronová 
CD-44 receptor specificky reagující na hyaluronan 
Q elektrický náboj 
r vzdálenost 2 bodů (nábojů) 
0ε  permitivita vakua 
rε  relativní permitivita 
Fe síla elektrické interakce 
pK disociační konstanta 
lys lysin 
E elektrický potenciál 
R univerzální plynová konstanta 
T termodynamická teplota [K] 
t teplota [°C] 
a aktivita 
G vodivost 
R odpor 
I elektrický proud 
U napětí 
κ  konduktivita 
S průřez proudovodiče 
l délka vodiče 
AK aminokyselina/y 
β  korekční teplotní faktor vodivosti 
A plocha 
h výška 
v rychlost 
τ  tečné napětí 
γ  smyková rychlost 
V objem 
Grel1 1. relativní vodivost 
Grel2 2. relativní vodivost 
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8. PŘÍLOHY 
Tabulka 7 Ukázka naměřených a vypočtených dat k určení odchylky pH pro titraci 0,12M 6AKK 
VHCl [cm
3] pHtitr pHreg %∆  
5,50 5,512 5,472962 1,411457 
5,55 5,509 5,470454 1,394494 
5,60 5,504 5,467946 1,305825 
5,65 5,5 5,465437 1,252873 
5,70 5,497 5,462929 1,235773 
5,75 5,493 5,460421 1,182683 
5,80 5,489 5,457913 1,129501 
5,85 5,486 5,455405 1,112289 
5,90 5,483 5,452896 1,095056 
5,95 5,48 5,450388 1,077803 
6,00 5,475 5,44788 0,988231 
6,05 5,471 5,445372 0,93468 
6,10 5,467 5,442864 0,881036 
6,15 5,464 5,440355 0,863596 
6,20 5,461 5,437847 0,846135 
6,25 5,457 5,435339 0,792304 
6,30 5,454 5,432831 0,774775 
6,35 5,451 5,430323 0,757226 
6,40 5,448 5,427814 0,739655 
6,45 5,445 5,425306 0,722064 
6,50 5,442 5,422798 0,704451 
 
Tabulka 8 Vodivosti a pH roztoků protonizovaného lysinu s hyaluronanem 
clys [mmol·dm
3] HyA  lyspH +  ]µS[ G HyA  lys+  Grel1 Grel2 
0 5,51 158 -  
0 6,43 149 -  
0,9 4,16 258 1,130 1,635 
4 2,65 805 0,827 5,090 
10 2,07 1914 0,929 12,097 
15 1,91 2700 0,952 17,061 
20 1,79 3500 1,005 22,116 
30 1,76 4566 0,973 30,611 
50 1,63 6984 0,981 46,822 
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Tabulka 9 Vodivosti a pH roztoků protonizovaného lysinu s vodou 
clys [mmol·dm
3] OH  lys 2pH +  ]µS[ G OH  lys 2+  
0 5,51 - 
0 6,43 - 
0,9 3,01 229 
4 2,24 974 
10 1,93 2062 
15 1,80 2836 
20 1,72 3484 
30 1,78 4694 
50 1,57 7120 
 
Tabulka 10 Vodivosti a pH roztoků protonizované 6AKK s hyaluronanem 
c6AKK [mmol·dm
3] HyA 6AKK pH +  ]µS[ G HyA 6AKK + Grel1 Grel2 
0 6,43 149 - - 
0,9 5,26 148 2,056 0,995 
4 5,71 165 4,367 1,110 
10 5,64 194 2,998 1,306 
15 5,59 214 2,338 1,440 
20 5,56 237 2,062 1,590 
 
Tabulka 11 Vodivosti a pH roztoků protonizované 6AKK s vodou 
c6AKK [mmol·dm
3] OH 6AKK 2
pH +
 
]µS[ G OH 6AKK 2+
 
0 6,44 - 
0,9 5,20 72,20 
4 5,40 37,94 
10 5,40 64,98 
15 5,38 91,86 
20 5,35 115,06 
 
Tabulka 12 Viskozita a relativní viskozita roztoků prononizovaného lysinu s hyaluronanem 
clys [mmol·dm
3] η0 [mPa·s] η0 rel. 
0 89,230 - 
0,9 31,200 0,3497 
4 8,428 0,0945 
10 4,756 0,0533 
15 3,973 0,0445 
20 3,019 0,0338 
30 3,031 0,0605 
50 2,052 0,0409 
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Tabulka 13 Viskozita a relativní viskozita roztoků prononizované 6AKK s hyaluronanem 
c6AKK [mmol·dm
3] η0 [mPa·s] η0 rel. 
0 50,11 - 
0,9 42,92 0,8565 
4 43,32 0,8645 
10 34,34 0,6853 
15 32,74 0,6534 
20 28,23 0,5634 
 
